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RESUMO

Nos ultimos anos, a vacinologia reversa e a imunoinformatica revolucionaram a construcédo de
prototipos vacinais. Apesar dos avangos nas etapas de selecéo de alvos imunogénicos, doencas
virais importantes, como as causadas por Alphavirus, permanecem sem tratamentos ou vacinas
licenciadas nas principais agéncias de saide do mundo. No presente estudo, nds identificamos
através de abordagens in silico epitopos lineares e conservados das proteinas estruturais E2 dos
Alphavirus Chikungunya virus (CHIKV) e Eastern equine encephalitis virus (EEEV). Para
identificacdo dos epitopos foram utilizadas as predi¢cdes das ferramentas: Bepipred 2.0 e
Predicted Antigenic Peptides/IMED para células B, NetCTL para células T-citotdxicas e IEDB
— Binding Predictions para células T-auxiliares. Para predi¢cdo de conservacao foi usada a
ferramenta IEDB - Epitope Conservancy Analysis. Foram identificados 294 peptideos
preditamente antigénicos nas proteinas E2 destes virus, sendo 71,20% para células T-auxiliares,
19,92% para células B e 8,87% para células T-citotdxicas. Com 60% de identidade minima
entre as sequéncias, a analise de conservacdo identificou 63 (21.50%) destes peptideos como
sendo conservados. Desconsiderando a redundancia das sequéncias, 40 destes epitopos foram
selecionados. Os epitopos conservados foram analisados na estrutura tridimensional e estéo
distribuidos entre os 3 dominios da proteina. A identificacdo dos alvos conservados entre
Alphavirus artritogénicos e encefalitogénicos constitui importante via para o desenho otimizado
de antigenos para plataformas vacinais. Além disso, a selecdo otimizada destes epitopos pelas
ferramentas POA1 e POA2, mostram que estas ferramentas podem ser usadas para identificacéo
de peptideos em mudltiplas abordagens visando proteinas virais para o desenvolvimento de

vacinas e testes diagndsticos.

Palavras-chave: vacinas, imunoinformatica, multiplos-epitopos, epitopos lineares, Alphavirus



ABSTRACT

In recent years, reverse vaccinology and immunoinformatics have revolutionized the
construction of vaccine prototypes. Despite advances in immunogenic targeting steps, relevant
viral diseases, such as those caused by Alphavirus, remain without treatments or vaccines
licensed by the world's leading health agencies. In the present study, we identified linear and
conserved epitopes of the E2 structural proteins of Alphavirus Chikungunya virus (CHIKV)
and Eastern equine encephalitis virus (EEEV) using in silico approaches. The screening of
epitopes was carried out by the use of predictions tools: Bepipred 2.0 and Predicted Antigenic
Peptides/IMED for B cells, NetCTL for T-cytotoxic cells and IEDB — Binding Predictions for
T-helper cells. The tool IEDB - Epitope Conservancy Analysis was used for conservancy
analysis. A total of 294 predicted antigenic peptides were identified in the E2 proteins of these
viruses, 71.20% for T-helper cells, 19.92% for B cells and 8.87% for T-cytotoxic cells. With
60% minimal sequence identity, conservation analysis identified 63 (21.50%) of these peptides
as being conserved. Disregarding sequence redundancy, 40 of these epitopes were considered.
The conserved epitopes were analyzed in the three-dimensional structure and are distributed
among the 3 domains of the protein. The identification of conserved targets between
arthritogenic and encephalitogenic Alphaviruses constitutes an important route for the
optimized design of antigens for vaccine platforms. Furthermore, the optimized selection of
these epitopes by the POAL and POAZ2 tools show that these tools can be used for peptide
identification in multiple approaches targeting viral proteins for vaccine development and

diagnostic tests.

Keywords: vaccines, immunoinformatics, multi-epitopes, linear epitopes, Alphavirus



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Organizagéo geral do genoma dos AlPhavirus...........c.ccocveiiiieienencienescens pég. 13
Figura 2: Relagdes filogenéticas de Alphavirus de interesse médico...........c.ccoveererennne. pag. 14
Figura 3: Imagem de cristal de crio-microscopia eletronica da particula de CHIKV.......pag. 16
Figura 4: Proteinas do Envelope em vista tridimensional.............ccccccoeviieiieiecce s, pag. 17

Figura 5: Fluxograma das etapas da Triagem Otimizada de Antigenos presentes no Pipeline de

Otimizacdo de ANtigeN0S (POA)......coi ettt pag. 27
Figura 6: Comparacdo entre as etapas da selecdo de epitopos realizadas manualmente e com o
uso da triagem otimizada do POA..........ooi i pag. 30
Figura 7: Resultados da validagdo da estrutura tridimensional da proteina E2 de
CHIKV bbbttt b et be e ne e pag. 36
Figura 8: Resultados da validacdo da estrutura tridimensional da proteina E2 de
EE RV e pag. 37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Quantidades de epitopos da proteina E2 dos Alphavirus CHIKV e EEEV preditos

Tabela 3: Epitopos conservados das proteinas E2 de CHIKV e EEEV, triados com base nas
ferramentas de predicdo de epitopo, de analise de conservacdo e de predicdo de porcdes

ErANSIMEMIDIANGAIES. ...ttt bbbttt b ettt bbbt ne s pag. 33



LISTA DE ABREVIATURAS

NCBI - National Center for Biotechnology Information
CHIKYV - Chikungunya virus

EEEV - Eastern equine encephalitis virus

MAYYV - Mayaro virus

ONNYV - Onyong-nyong virus

RRYV - Ross River virus

SFV - Semliki Forest virus

SINV - Sindbis virus

VEEV - Venezuelan equine encephalitis virus

WEEYV - Western equine encephalitis virus



SUMARIO

L. INTRODUGAD ..ottt nes s 10
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.........coovieeeeeieeteeeeeeees s eses s tenes s, 13
2.1 ATDOVITOSES. ...ttt bbb 13
2.2 Alphavirus: Estrutura @ CaraCteriStiCas ..........cuereririreririine e e 14
2.3 Particula Viral e Proteinas eStrULUFAIS ..........ccoviiieiiiieieiee s 15
2.4 Peptideos IMUNOGENICOS ........ciuiiieiieecie ettt ettt e ae e ste e re e te e e snaens 17
2.5 Nova era das vacinas € Vacinologia FEVEISA .........c.ccueeveieereeieieesie e seese e sre e 18
2.6 Abordagens in silico € ImunoiNfOrMALICA ..........cccccvviiiiiieie e 19
2.7 Predic0es de EPITOPOS .. .ocviiie ettt te et re e e ns 20
3. OBUIETIVOS. ...ttt et b ettt e e ne e rn e ne e 21
KO o] 1= NV oI 1= - | OSSPSR 21
3.2 ObjJetiVOS €SPECITICOS: .. .ttt ettt 21
4. MATERIAIS E METODOS ....oooiiiiiieieeceseee ettt sss st enes s sn st 22
4.1 AQUISIGEOD & SEOUBNCIAS ....ve.veieeiieiieeeieste sttt e ettt b e 22
A e To TTor-Ta R (=T o1 (o] oo KSR 22
4.3 Triagem dos resultados das predicOes de epitopOS.........covevrerrererereiese e 24
4.4 ANALISE 08 CONSEIVAGAD. ... ...eeeeuieieeeneeresiesieee et see ettt st et esesbesbe e e sesbeseesesreste e esessesens 25

4.5 Triagem dos resultados da analise de conservacédo e analise de propensdo a regides trans-

INEIMIDIANAIES ...tttk b bbbt et b et b b b et e b b et e b et b e 25
4.6 Analise de Toxicidade € Alergenicidade...........c.cocvevveiiiiicii e 26
4.7 Caracterizacdo Tridimensional doS AIVOS..........oooiiiiiiiiii e 27
4.8 Calculo de acessibilidade 80 SOIVENTE.........ccociiiiiiiic e 28
5. RESULTADOS E DISCUSSOES ..ottt eeees st 30
6. CONSIDERAGCOES FINAIS ......coiiiiieeeeeeeeeeteeeeee ettt 40

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....oo oo oot er e ereer e 41



8. ANEXOS ... e e e aaaa e e anres 54
8.1  Sequéncias das proteinas E2 dos virus CHIKV e EEEV..........ccccoovevvveveic i 54
8.2  Arquivo FASTA criado a partir do resultado da predicéo da ferramenta PAP/IMED..55

8.3 Arquivo Fasta retornado pela ferramenta POAL para epitopos da proteina E2 de CHIKV

8.4 Alinhamento entre as sequencias das proteinas E2 dos Alphavirus CHIKV e EEEV ....... 57

8.5 Alinhamento multiplo entre as sequencias das proteinas E2 dos Alphavirus CHIKV e EEEV

e 0s epitopos selecionados pela Triagem Otimizada de Antigenos.........ccceveveeriecievvesieennenn, 58

8.6 Epitopos de Linfocitos T auxiliares preditos para mais de um alelo de HLA pela ferramenta
MHCI — Binding PrediCtiONS.........cvoiiiiiiiiie e 59

8.7 Visualizacdo dos epitopos selecionados pela triagem otimizada do POA em estrutura
tridimensional da proteina E2 de CHIKYV .......coooiiiiiie e 61

8.8 Area exposta ao solvente dos Epitopos de células B selecionados pela Triagem Otimizada
0 LI N 10T oL OSSPSR 62



1. INTRODUCAO

O género Alphavirus, Unico pertencente a familia Togaviridae, corresponde a 31 espécies de
virus, muitos deles arbovirus distribuidos mundialmente (CHEN et al., 2018; MENDES;
KUHN, 2018). Os Alphavirus sdo virus envelopados, de RNA de fita simples sense-positivo
capazes de infectar uma gama de hospedeiros, desde aves a mamiferos (CONWAY;
COLPITTS; FIKRIG, 2014; MENDES; KUHN, 2018; RANGEL et al., 2021).

Embora de interesse médico, alguns destes virus ndo sdo considerados grandes problemas de
salde publica por apresentarem baixa mortalidade, &rea de influéncia restrita ou por manterem
sua transmissao e ciclo de vida somente no meio natural, entre primatas ndo-humanos e outros
organismos (DIAGNE et al., 2020; SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012;
ZACKS; PAESSLER, 2010). No entanto, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS,
2022), as mudancas climéticas e as alteracdes no ambiente natural tém promovido um quadro
propicio para que doencas virais emergentes e re-emergentes causem epidemias globais
(LUNDSTROM, 2014; OLIVIA et al., 2015).

Dentre os Alphavirus de interesse médico, destaca-se o virus Chikungunya Virus (CHIKV) que
promoveu surtos mais recentes, em 2016/17 (WHO, 2020b). A febre do Chikungunya apresenta
sintomas muito parecidos aos da febre da Dengue, embora a mortalidade seja de 0,1% para esta
primeira e de 0,5%-3,5% para a segunda (FURUYA-KANAMORI et al., 2016). Tais febres
apresentam um grande risco de mortalidade para criangas menores de 1 ano e adultos com mais
de 60 anos (LANGSJOEN et al., 2018). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, os
Alphavirus CHIKV e Mayaro virus (MAYV) causam milhares de infec¢fes todos os anos e 0s
paises em desenvolvimento na Asia e nas Américas sdo os mais afetados. Em 2017, por
exemplo, a doenca causada pelo CHIKV acometeu 548 pessoas na Europa, >100.000 pessoas
na Asia e 185 mil nas américas e no Caribe (WHO, 2020b).

Um outro Alphavirus de interesse médico, o virus Eastern equine encephalitis virus (EEEV),
tambem tem sido reportado com importancia médica e veterinaria. Com casos mais
frequentemente relatados nas Ameéricas, estes virus podem causar infec¢fes graves em equinos,
em algumas espécies de aves e em humanos (CARRERA et al., 2013; ZACKS; PAESSLER,

2010). Embora, na maioria dos casos, seja associado & uma doenca autolimitada, o EEEV pode
10



causar encefalite grave com mortalidade entre 30 e 75% em humanos - a depender da idade, e
de até 90% em cavalos. A infec¢do pode ainda ocasionar defeitos neuroldgicos duradouros em
individuos sobreviventes, podendo chegar a 90% os niveis de dano (STROMBERG et al.,
2020).

Assim como para outras doencas tropicais negligenciadas, apesar da importancia médica e
epidemioldgica, até os dias atuais ndo existem tratamentos ou vacinas licenciadas para o
combate a doencas causadas por Alphavirus nas principais agéncias de saude do mundo (GAO;
SONG; ZHANG, 2019; SHARMA; KNOLLMANN-RITSCHEL, 2019; STROMBERG et al.,
2020). Embora existam candidatos vacinais em diferentes etapas clinicas de teste (WEISS et
al., 2020), investimentos no desenvolvimento de vacinas contra arboviroses tem sido, de
maneira geral, associados a surtos e ndo como forma estratégica de protecdo da populacédo
contra doencas re-emergentes (STROMBERG et al., 2020).

Nas Gltimas décadas, o surgimento de novas tecnologias de sequenciamento genético e 0s
avangos em pesquisa e producdo de vacinas revolucionaram as técnicas de construcdo de
protétipos vacinais, cada vez mais rapidas e menos dispendiosas (BAE et al., 2009; URA et al.,
2021). Neste cenério, surgiram novas perspectivas para o0 uso da tecnologia na producao de
vacinas, como a imunoinformatica e a vacinologia reversa. Estes avangos permitiram a
identificacdo de antigenos a partir das informacg6es gendmicas dos patdégenos e redesenharam a
descobertas de epitopos antigénicos capazes de provocar resposta imune celular e/ou humoral
(SETTE; RAPPUOLLI, 2010).

Uma abordagem crescente no contexto de novas plataformas vacinais tem sido as vacinas de
multiplos-epitopos. Esta tecnologia tem se mostrado uma estratégia promissora na construcdo
de candidatos vacinais baseados em peptideos contra tumores e doencas causadas por infecces
virais (ZHANG, 2017). Utilizando diferentes ferramentas de biologia computacional e
imunoinformatica, as plataformas de multiplos-epitopos consistem na selecdo racional de
epitopos e na construcdo, a partir destes peptideos candidatos, de modelos quiméricos de
proteinas antigénicas capazes de elicitar simultaneamente fortes respostas imunes celulares e
humorais (ALMOFTI; ABD-ELRAHMAN; ELTILIB, 2021; JIANG et al., 2017; SHEY et al.,
2019).

11



Contudo, o sucesso das plataformas de maltiplos-epitopos esta intimamente ligado a selecéo
apropriada dos epitopos para a construgcdo dos modelos quiméricos. Embora os métodos de
predicao disponiveis possam identificar epitopos potenciais em qualquer proteina, nem todos
eles serdo relevantes para o desenvolvimento de vacinas (SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-
PEROSANZ; RECHE, 2017). Diante disso, o presente trabalho visa encontrar em abordagem
in silico epitopos alvos em antigenos de Alphavirus de interesse médico que sejam competentes
para a construcdo de um candidato vacinal. As abordagens de imunoinformatica adotadas estdo
em consonancia as técnicas utilizadas na literatura e aos trabalhos prévios publicados pelo
grupo (GONCALVES et al., 2020), bem como utilizam de ferramentas computacionais
desenvolvidas no ambito deste trabalho, atualmente validadas para a triagem, selecéo e coleta
de epitopos (POA — LBTM. https://github.com/UbiratanBatista/POA_Project).

As caracteristicas selecionadas nos epitopos foram a imunogenicidade, a linearidade, a
conservacao entre as espécies e a topologia de membrana. Tais caracteristicas sdo preconizadas
para a construcdo de uma vacina eficaz e barata, uma vez capaz de ser produzida em sistemas

celulares mais simples, como o bacteriano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arboviroses

Arboviroses sdo doencas causadas por virus que sao transmitidos por artrépodes (insetos,
aracnideos, etc.), também chamados arbovirus. Esta classificacdo é bem diversa e engloba, por
exemplo, os virus da Dengue (DENV), Zika (ZIKAV), Chikungunya (CHIKV), Febre Amarela
(YFV), além de meningite e encefalites virais (FIGUEIREDO; PAIVA; MORATO, 2017).

Geralmente, estes sdo virus que possuem um ciclo de vida silvestre, onde os vetores artropodes
(ex. Aedes aegypti, Aedes albopictus, etc.) se alimentam de espécies da fauna silvestre em
regides de mata e/ou savana e o ciclo de vida deste virus ocorre sendo transmitido de um
hospedeiro ao outro, sem que 0s hospedeiros ou 0s vetores apresentem evidéncia clinica de
infeccdo pelo virus (GOULD; HIGGS, 2009). Porém, pelo menos 150 espécies de arbovirus
sdo conhecidos por infectarem humanos e/ou animais domésticos, podendo causar quadros
sintométicos variados (CAICEDO et al., 2021; GAO; SONG; ZHANG, 2019; SHARMA,
KNOLLMANN-RITSCHEL, 2019; WEAVER; REISEN, 2010).

Em geral, por serem virus de RNA, os arbovirus possuem grande plasticidade genética que 0s
permitem executar ciclos de replicacbes alternados entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados. Alguns destes virus, como os Alphavirus e os Flavivirus, possuem grande
habilidade de dispersdo utilizando-se de vetores hoje considerados cosmopolitas, como o A.
aegypti e 0 A. albopictus (GAO; SONG; ZHANG, 2019). Tais caracteristicas, aliadas a aspectos
do desenvolvimento socioecondmico dos paises tropicais, mudancgas climaticas, desmatamento,
urbanizacdo sobre areas silvestres, viagens internacionais, etc., contribuem para o potencial
surgimento de novas epidemias de arboviroses e re-emergéncia de doencas virais infecciosas
em todo o planeta (MENDES; KUHN, 2018; RANDOLPH; ROGERS, 2010; RANGEL et al.,
2021; SEMENZA,; SUK, 2018).

As infecgcOes causadas por alguns destes virus afetam principalmente as pessoas mais pobres
do mundo e sdo consideradas Doencas Tropicais Negligenciadas (LINDOSO; LINDOSO,
2009). Trata-se de doencas historicamente negligenciadas por financiadores, pesquisadores,

politicos e outros tomadores de decisdes ao redor do mundo, e predominantemente distribuidas
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nos trépicos, onde ha elevada concentracdo de populagdes pobres, como comunidades rurais
remotas e favelas, com baixa assisténcia basica em salde, acesso precario a dgua potavel e a
saneamento basico (FEASEY et al., 2010; MOLYNEUX, 2013).

2.2 Alphavirus: Estrutura e Caracteristicas

Os Alphavirus sao estruturalmente similares, virion de aproximadamente 70 nm de diametro e
simetria icosaédrica, e conservam uma configuracdo genémica proxima entre si (KIM et al.,
2021; LEUNG; NG; CHU, 2011). O seu genoma possui 12 kb em tamanho e codifica dois
quadros de leitura aberta ou open reading frames (ORF’s) cercados por regido ndo traduzidas,
nas por¢des 5’ e 3’°, e separados pelo promotor para 0 mRNA subgenémico (RYMAN;
KLIMSTRA, 2008) (Figura 1). O primeiro quadro de leitura codifica uma poliproteina que é
clivada em 4 proteinas ndo estruturais (nsp1-4) e o segundo codifica uma poliproteina estrutural
que € clivada em 5 proteinas estruturais (C, 6K, E1, E2 e E3) (LEUNG; NG; CHU, 2011). As
proteinas ndo-estruturais participam dos processos replicativos da particula viral, atuando como
proteases, no remodelamento de membranas, na fosforilagdo de moléculas, etc. e as proteinas
estruturais participam da montagem da particula viral e das etapas de atracamento e entrada nas
células (RANGEL et al., 2021)(RANGEL et al., 2021; RYMAN; KLIMSTRA, 2008).

26S subgenomic
5 UTR promoter J'UTR

| opal stop |

l non-structural ORF | 1 structural ORF |

Figura 1: Organizagdo geral do genoma dos Alphavirus (adaptado de RANGEL et al., 2021). Podem ser
observados os quadros de leitura aberta ou ORF’s que codificam as proteinas ndo-estruturais (em verde) e
estruturais (em rosa), separadas pela porcdo do promotor subgendmico 26S e margeadas pelas regifes néo-
traduzidas (UTR’s).

Os Alphavirus de interesse médico sdo caracterizados informalmente quanto a localizacéo
geografica de sua primeira identificagdo em Alphavirus do velho mundo, como o Chikungunya
virus (CHIKV), Onyong-nyong virus (ONNV), Ross River virus (RRV), Semliki Forest virus
(SFV) e Sindbis virus (SINV), e Alphavirus do novo mundo, que correspondem as espécies
Mayaro virus (MAYYV), Eastern equine encephalitis virus (EEEV), Venezuelan equine
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encephalitis virus (VEEV) e Western equine encephalitis virus (WEEV) (LEUNG; NG; CHU,
2011; RYMAN; KLIMSTRA, 2008). Os Alphavirus do velho mundo geralmente estdo
associados a febre, erupcdes cutaneas, sindromes artriticas graves e outras séries de
manifestacGes reumaticas, e por isso sao também conhecidos como Alphavirus artritogénicos
(KIM et al., 2021; LEUNG; NG; CHU, 2011; NGUYEN et al., 2020). Com exce¢do do MAYV
- filogeneticamente mais relacionado aos Alphavirus artritogénicos (Figura 2), os Alphavirus
do novo mundo sdo também conhecidos como Alphavirus encefalitogénicos por infectarem o
sistema nervoso central e causarem doencas que variam de quadros febris leves a encefalites
severas, com risco de morte (KIM et al., 2021; STROMBERG et al., 2020).

Figura 2: Relagdes filogenéticas de Alphavirus de interesse médico baseadas na sequéncia de proteinas
estruturais E1 e determinada por algoritmos de alinhamento de sequéncias. Na imagem, 0s grupos préximos estdo
representados em grandes complexos: Semliki Forest (circulo azul), WEE (circulo verde), VEE (circulo amarelo)
e EEE (circulo roxo) (adaptado de KIM et al., 2021).

2.3 Particula Viral e Proteinas estruturais
A particula viral, tipo de nanoparticula encontrada na natureza, diz respeito a estrutura
molecular dos virus e inclui o material genético (DNA ou RNA) e as camadas de proteinas que

protege esses genes, como proteinas do capsideo e em alguns casos, proteinas do envelope
(RYU, 2017) (Figura 3).
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Figura 3: Imagem de cristal de crio-microscopia eletrénica da particula de um VLP de CHIKV (adaptado de
(BASORE et al., 2019)). Estdo representados os principais componentes da particula viral: as proteinas do
envelope: E1 (Azul Claro) e E2 (Azul Escuro), membrana lipidica (verde), proteinas do Capsideo (amarelo) e

nicleo de densidade eletronica e RNA (vermelho).

Nos Alphavirus, as proteinas do capsideo (ou proteinas C) interagem com 0 RNA genémico e
com as glicoproteinas virais. Desta forma, promovem e/ou auxiliam atividades como
encapsulamento do genoma, e assim como a proteina 6K, participa dos processos de montagem
e brotamento da particula viral, além de contribuir para eficiéncia do estabelecimento da
infeccdo e modulacdo da resposta inata do sistema imune (RANGEL et al., 2021; RAO;
TAYLOR, 2021). As proteinas E1 e E2 de Alphavirus sdo glicoproteinas transmembranares
com diversas fungdes. A proteina E1 é responsavel pela ligacdo com proteinas que medeiam a
fusdo de membranas durante a infeccdo e a proteina E2 é responsavel, principalmente, pelo
atracamento aos receptores celulares e aos fatores de entrada (GAO; SONG; ZHANG, 2019).
A proteina E3 possui funcdo de translocacdo da poliproteina estrutural para o reticulo

endoplasmatico e também na maturacao do virus.

O dimero formado pelas proteinas E1 e E2 é importante para o processamento de proteinas,
passagem por membranas e montagem da particula viral em Alphavirus. Estas proteinas
possuem ectodominios importantes para o reconhecimento do sistema imune (HASAN et al.,
2018). Os ectodominios da proteina E2 sdo divididos em dominios A, B e C (figura 4). Os
dominios A e B foram reportados como cruciais para o reconhecimento por anticorpos, para a
ligacdo a célula hospedeira e nas mudancas conformacionais da particula viral, desencadeadas
pelo pH (LI et al., 2010; VOSS et al., 2010). Desta forma, estes sdo alvos promissores para o

estudo e prospeccao de alvos antigénicos para intervencdes terapéuticas e vacinas.
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Figura 4: (A) Vistas radial e em rotagdo 90 ° da estrutura formada pela interagdo dimero E1-E2 com Fab de
anticorpo EEEV-3, onde a proteina E1 estd em azul, a proteina E2 em vermelho e as cadeias leve e pesada do
anticorpo em verde (Adaptado de HASAN et al. (2018). Acesso no RSCB PDB: 6MW9). (B) Estrutura
tridimensional da proteina E2, a partir do cristal de CHIKV (Acesso 6NK7). Estéo evidenciados os dominios A
(laranja), o dominio B (amarelo) e o0 Dominio C (vinho). Fonte da imagem: prépria

2.4 Peptideos Imunogénicos

Os epitopos imunogénicos sdo pequenas porgdes de um antigeno, como por exemplo cadeias
de residuos de aminoéacidos de uma proteina, capazes de se ligarem a receptores antigeno-
especificos de linfocitos ou anticorpos e, assim, elicitar uma resposta humoral ou celular
(YANG,; YU, 2009). Em geral, estes epitopos tém um comprimento minimo de 5-7 residuos de
aminoacidos e podem ser classificados em epitopos continuos (ou lineares) e epitopos
descontinuos (ou conformacionais) (KANDUC, 2005). Os epitopos continuos sdo formados por

residuos de aminoacido distribuidos de forma contigua, ou seja, lado a lado. Os epitopos
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descontinuos, por sua vez, sdo separados na sequéncia de aminoacidos e trazidos em

contiguidade fisica por dobramento polipeptidico (BUI et al., 2007).

2.5 Nova era das vacinas e vacinologia reversa

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a vacinacdo é o método mais efetivo no
combate a doencas infecciosas (WHO, 2020a). Tradicionalmente, as vacinas sao baseadas em
etapas de isolamento, inativagdo e injecdo ou inoculacdo de microrganismos atenuados ou
inativados, ou partes destes (L. DUDEK et al., 2010). Trata-se de uma estratégia para preparar
as defesas naturais do corpo humano contra infeccBes especificas a medida que expde
previamente o sistema imune a determinados patdgenos, ou partes destes, criando memoria e o
tornando mais resistente (WHO, 2021).

Nas Ultimas décadas, os avancos no entendimento da biologia basica de patégenos, nos
mecanismos moleculares da resposta imune protetiva humana e das técnicas em biologia
molecular, biofisica e informatica, entre outras disciplinas, proporcionaram um grande impulso
as tecnologias de desenhos de vacinas (MODJARRAD; KOFF, 2016). Atualmente, diferentes
estratégias para a construcdo de vacinas vem sendo desenvolvidas e testadas, como vacina de
virus inativado, vacina de sub-unidade, vacina de virus atenuado (LAV), vacina de vetor viral
recombinante, vacina quimérica, vacina de particula semelhante a virus (VLP) e, mais
recentemente, vacinas de &cidos nucleicos (GAO; SONG; ZHANG, 2019)), cada uma com seus

pontos fortes e fracos.

A partir dos avangos da compreensdo dos campos da imunologia humana e da biologia
estrutural, novas técnicas, reagentes e ferramentas tem permitido o aprimoramento das
estratégias para o desenho de vacinas com base na biologia basica e nos mecanismos
moleculares da resposta imune protetiva humana (RAPPUOLLI et al., 2016). Neste sentido, as
recentes técnicas de sequenciamento de genoma revolucionaram o processo de descobertas de

novos antigenos para vacinas atraves da vacinologia reversa.

A Vacinologia reversa é o processo de descoberta de antigenos com maior probabilidade de
serem candidatos a vacinas a partir das informacdes gendmicas dos patogenos (RAPPUOLL,

2000). Esta abordagem vem sendo amplamente utilizada nas ultimas décadas e configura um
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meétodo bem-sucedido de descoberta de vacinas, sendo passivel de ser explorada contra muitos
tipos de patdgenos, sem necessariamente ter que produzi-los em laboratorio.

Utilizando as ferramentas computacionais e grandes conjuntos de dados bioldgicos, como
dados 6micos e bancos de dados de imunologia, reduziu-se 0s custos e 0 tempo necessario para
construcdo de vacinas a medida que permitiu a selecdo de uma lista reduzida e otimizada de
antigenos candidatos aptos a serem testados em modelos animais (DEL TORDELLO;
RAPPUOLI; DELANY, 2017).

Atualmente, as abordagens de vacinologia reversa incluem anélises comparativas in silico entre
multiplas sequéncias genémicas, permitindo a identificacdo de antigenos conservados dentro
de uma populacgéo heterogénea de patdgenos, ou ainda, a identificacdo de antigenos unicos, ou
seja, que séo exclusivos de isolados patogénicos (DEL TORDELLO; RAPPUOLI; DELANY,
2017).

2.6 Abordagens in silico e Imunoinformética

As abordagens in silico compreendem um conjunto de técnicas que utilizam modelos
computacionais para simular/investigar sistemas biol6gicos. Com o advento da bioinformatica,
estas técnicas tem sido empregadas para auxiliar atividades laboratoriais a atingir resultados
assertivos, com maiores indices de confiabilidade, economizando recursos financeiros e tempo
(YANG; BOGDAN; NAZARIAN, 2021).

Nas ultimas décadas, a aplicacdo dos avangos nas ferramentas computacionais sobre grandes
conjuntos de dados experimentais de imunologia possibilitou a criagdo de um novo campo de
estudo, a imunoinformatica (FLOREA et al., 2003; YANG; YU, 2009). Esta area do
conhecimento auxilia os cientistas a compreender cada vez mais o sistema imune, permitindo
a construcdo de modelos e analises mais assertivos e robustos sobre os dados do sistema imune

humano e patdgenos infecciosos.

Como forma de otimizar os trabalhos de construcdo de candidatos vacinais, as técnicas de
imunoinformatica tem sido utilizadas na busca de alvos para a construcgdo de testes diagndsticos

e vacinas, atraves da predicdo e selecdo de epitopos antigénicos (YANG; YU, 2009). As
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técnicas empregadas nestas analises consistem na aplicacao de algoritmos validados e de amplo
conhecimento na determinacédo de alvos da resposta imunologica, sua estrutura e biologia (BUI
et al.,, 2007; GUPTA R.; JUNG E.; BRUNAK S., 2004; JESPERSEN et al., 2017;
KOLASKAR; TONGAONKAR, 1990; KROGH et al., 2001; STEENTOFT et al., 2013). Os
algoritmos de predicdo de epitopos reduz tempo e custos associados & prospecgdo de alvos
antigénicos, uma vez que reduz a quantidade de testes em bancada, e auxiliam a construcdo de

vacinas e testes diagnosticos seguros, eficazes e acessiveis.

2.7 Predicoes de epitopos

A identificacdo de epitopos em antigenos virais e ndo-virais € importante para compreensdo da
etiologia da doenga, monitoramento imunoldgico, desenvolvimento de ensaios de diagndstico
e desenvolvimento de vacinas baseadas em epitopos (SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-
PEROSANZ; RECHE, 2017). No entanto, a identificacdo tradicional destes epitopos
frequentemente exige trabalhos dispendiosos, como a resolucdo da estrutura tridimensional de
complexos antigeno-anticorpo e triagem de bibliotecas de peptideos de ligacdo de anticorpos
(epitopos de células B), e experimentos em multimeros de MHC e ensaios de linfoproliferacéo
ou ELISPOT (epitopos de células T) (SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ;
RECHE, 2017).

Neste sentido, um grande avango para este campo foi desenvolvimento de algoritmos de
previsdo in silico de epitopos, capazes de reduzir a carga associada ao mapeamento destes
epitopos, diminuindo a lista de potenciais candidatos a serem testados experimentalmente. Esta
expansao possibilitou, por exemplo, a identificacdo de alvos antigénicos de forma rapida e
menos laboriosa e tem permitido a simplificacdo de problemas reais de imunologia e a
construcdo de modelos experimentais mais eficazes e competentes (LARSEN et al., 2007;
YANG; YU, 2009). Atualmente, as abordagens in silico para predicdo de epitopos estdo
distribuidas em quatro grandes métodos: métodos baseados em sequéncia, métodos baseados
em estrutura, metodos hibridos e métodos baseados em consenso. Segundo YANG & YU
(2009), os métodos baseados em consenso sdo considerados os melhores de predicdo, seguido
dos métodos hibridos, que por sua vez, tem acuracia maior que as abordagens de métodos

baseado em sequéncia e estrutura.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

- Predizer através de abordagens in silico peptideos imunogénicos conservados entre CHIKV e

EEEV que possibilitem a construgdo de um prototipo vacinal para estes dois Alphavirus.

3.2 Objetivos especificos:

- Predizer peptideos imunogénicos conservados dentre as proteinas estruturais E2 dos virus do
género Alphavirus: CHIKV e EEEV;

- Discriminar epitopos de proteinas estruturais dos Alphavirus quanto as caracteristicas fisico-
quimicas, posicdo, acessibilidade ao solvente, antigenicidade, alergenicidade e toxicidade;

- Mapear a regido dos epitopos nas proteinas virais alvo;

- Apontar bons alvos putativos para constru¢do de modelos vacinais para CHIKV e EEEV.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aquisicéo de Sequéncias

Para a predigdo de epitopos foram utilizadas as sequéncias das proteinas E2 obtidas a partir das
sequéncias de referéncia das poliproteinas estruturais dos Alphavirus de interesse médico: o
virus artritogénico CHIKV e o virus encefalitogénico EEEV. Estas sequéncias estao disponiveis
no GenBank® (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) sob os identificadores NP_690589.2

e NP_632022.1, respectivamente. As poliproteinas estruturais, também utilizadas na analise de
conservacao, foram derivadas dos genomas de referéncia destes virus (KHAN et al., 2002;
VOLCHKOV; VOLCHKOVA; NETESQV, 1991).

A glicoproteina E2 do CHIKYV apresenta tamanho de 423 residuos de aminoacidos, localizados
na posicao 326-748 da poliproteina estrutural. A glicoproteina E2 do EEEV apresenta tamanho
de 420 residuos de aminoacidos e esta localizada na posi¢do 325-744 da poliproteina estrutural.

Ambas apresentando grande por¢do extracelular como dominio na topologia de membrana.

As sequéncias proteicas (Anexo 8.1) foram copiadas e submetidas a ferramenta Sequence
Manipulation Suite: Filter Protein (STOTHARD, 2000) para validacdo da integridade e
avaliacdo da presenga de residuos nao resolvidos (‘x’). As sequéncias completas das
poliproteinas estruturais completas e das proteinas E2 foram armazenadas em um banco de

dados proprio, utilizando-se arquivos fasta.

4.2 Predicéo de epitopos

As predicBes de epitopos de células B, células T-citotdxicas e células T-auxiliares foram
realizadas em ferramentas web de predicdo de epitopos amplamente utilizadas na literatura
(PETERS; NIELSEN; SETTE, 2020; SORIA-GUERRA et al., 2015). Cada uma destas
ferramentas utilizam técnicas computacionais distintas para obter uma boa performance na
identificacdo da sequéncia de antigenos (SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ;
RECHE, 2017).
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Para a predigdo de epitopos de células B, as sequéncias de referéncias das proteinas E2 foram
submetidas as ferramentas web de predicdo de epitopos lineares de células B: Bepipred 2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0) (JESPERSEN et al., 2017) e
Predicted Antigenic Peptides/IMED (PAP/IMED) (http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl)
(KOLASKAR; TONGAONKAR, 1990).

Para a predicdo no Bepipred 2.0 foram utilizados o valor padrao (default) para o parametro de
selecdo de epitopos (“Epitope Threshold” = 0,5). Os resultados das predi¢bes foram baixados
em um Unico arquivo JSON, disponibilizado pelo método, contendo as predi¢Bes para todas as
proteinas. A ferramenta PAP/IMED, por sua vez, ndo oferece pardmetros a serem ajustados e a
predicdo ocorreu via submissdo de uma unica sequéncia proteica por vez. Os resultados, uma
tabela em HTML para cada uma destas predi¢bes, foram copiados e salvos em um Unico

arquivo, formato TXT (Anexo 8.2).

Para a predicdo de epitopos de células T-citotoxicas, as sequéncias de referéncias das proteinas
E2 foram  submetidas a ferramenta web de predicio  NetCTL 1.2
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetCTL-1.2) (LARSEN et al., 2007). Os

valores de parametros utilizados seguem o padrdo indicado pelo método: O supertipo de HLA
selecionado foi 0 Al, para o peso relativo da clivagem proteassdmica na porgédo C terminal foi
utilizado o valor 0,15, para o peso relativo da eficiéncia de transporte da TAP foi utilizado o
valor de 0,05 e como limiar de identificacdo dos epitopos adotou-se o valor 0,75. Ndo foi
selecionada a op¢do de organizacdo dos epitopos na tabela de resultados em ordem decrescente
dos valores de pontuacéo atribuidos pelo método. As tabelas com os respectivos epitopos e as

pontuacdes atribuidas pelo método foram baixadas e salvas em um arquivo de formato HTML.

Para a predicao de epitopos de células T-auxiliares, as sequéncias de referéncias das proteinas
E2 foram submetidas a ferramenta web de predicdo MHC-II Binding Predictions

(http://tools.iedb.org/mhcii/). O método de predicdo selecionado foi o “IEDB recommended

2.22”. Foram selecionados, também: o l6cus para HLA DR humano utilizando-se o conjunto
de alelos referéncia para HLA, disponibilizados pela prépria ferramenta; O tamanho padréo de
15 aminoacidos para as sequéncias dos peptideos; A organizacdo do resultado final segundo o
ranqueamento ajustado oferecido pelo método, baseado nas frequéncias dos comprimentos dos

peptideos, e a apresentacdo deste resultado como arquivo de texto (“text file”). Os resultados
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das predicoes de células T-auxiliares foram baixados como arquivos HTML, um para cada uma
das proteinas E2, uma vez que a predic¢ao recebe uma Unica proteina por vez. Ambos 0s arquivos

foram salvos e armazenados em um mesmo diretorio.

4.3 Triagem dos resultados das predicGes de epitopos

Os resultados das predicGes de epitopos foram selecionados computacionalmente através da
ferramenta POA1 (https://github.com/UbiratanBatista/POA_Project), que corresponde a
primeira metade da triagem otimizada de epitopos do pipeline de otimizacdo de antigenos
(POA). O POA refere-se a um conjunto de passos dentro de uma estratégia de construcdo in
silico de modelos vacinais. Para execucao deste pipeline sdo utilizadas multiplas ferramentas

computacionais, como aquelas de triagem otimizada utilizadas neste trabalho (primeira fase do
pipeline).

As ferramentas utilizadas neste trabalho foram desenvolvidas em Python 3.8 com o intuito de
facilitar a selecdo de sequéncia e informacfes associadas a epitopos dentre o volume de dados
que é retornado das ferramentas web de predicdo de epitopos. Estas ferramentas foram

implementadas via terminal em sistema Linux (Ubuntu 20.04 LTS).

Os arquivos resultantes da predigdo de epitopos: JSON e TXT (predicdes de células B), HTML
(predicdo de células T - citotdxicas) e o diretorio com os arquivos HTML (predi¢des de células
T — auxiliares), foram utilizados como dados de entradas para a ferramenta POAL (parametros
-b, -p, -n e -m, respectivamente) (Figura 5). A ferramenta recebeu também o arquivo fasta
contendo as sequéncias das proteinas usadas nas predi¢Ges (parametro -f) e o caminho (ou path)
para o diretorio onde os resultados foram salvos (parametro -d).

No POAL, para a triagem dos epitopos de linfcitos T-auxiliares, foi ajustado o parametro do
valor do “threshold” de alta afinidade de ligacdo do epitopo com o MHCII (IC50 < 50 nM)
(parametro -mic). Para a selecdo dos epitopos de linfocitos B, foram ajustados os parametros
para o tamanho minimo de sequéncia dos epitopos, sendo aceito o valor de 5 (parametros -bmin
e -pmin). Para dados de saida, o pardmetro E foi modificado (parametro -e = y) para que 0s

resultados fossem também organizados em planilha no formato .xslx.
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Com os parametros ajustados, a ferramenta POAL selecionou as sequéncias dos peptideos
imunogénicos e organizou estes resultados em arquivos fastas, um para cada espécie dentre 0s
virus analisados, e em uma planilha excel (arquivo .xIsx) (Figura 5). Cada arquivo do tipo fasta
recebeu as sequéncias dos peptideos de um mesmo virus e os cabecalhos de identificacdo
contendo: nome da proteina, método de predi¢do do peptideo, espécie do organismo, posicao
inicial e posicao final da sequéncia do peptideo na proteina (Anexo 8.3).

4.4 Andlise de Conservacao

Os arquivos fastas contendo os epitopos selecionados pelo POA1L, separados pelo organismo de
origem, foram submetidos a analise de conservacdo na ferramenta web do IEDB, Epitope

Conservancy Analysis (http://tools.iedb.org/conservancy/) (BUI et al., 2007), junto aos

arquivos das poliproteinas estruturais de referéncia dos virus. As anélises de conservacéo das
sequéncias de epitopos lineares ocorreram sob um threshold de identidade de sequéncia >= 60%
e os resultados foram baixados e salvos como planilhas do tipo CSV. As analises de
conservacao objetivaram determinar o grau de conservacao do epitopo em uma dada sequéncia
proteica definida em um determinado nivel de identidade. Desta forma, a anélise buscou através
de alinhamento o “match” entre as sequéncias dos peptideos das proteinas E2 dos Alphavirus e
a sequéncia completa da poliproteina estrutural de referéncia da outra espécie presente na
analise. A triagem ndo ocorreu entre 0s peptideos e a poliproteina estrutural de uma mesma

espécie como forma de evitar resultados redundantes.

4.5 Triagem dos resultados da analise de conservacéo e anélise de propensao a regifes

trans-membranares

Os arquivos CSV resultantes da andlise de conservacdo foram armazenados em um unico
diretdrio destinado aos resultados da ferramenta web Epitope Conservancy Analysis. O
diretorio contendo estes arquivos foi utilizado como parametro de entrada (parametro -d) para
a ferramenta POA2, que corresponde a segunda metade da triagem otimizada de epitopos do
POA (Figura5).

A ferramenta POAZ2 ¢ utilizada para a anélise dos resultados das predi¢6es de conservacdo e de

topologia de membrana. Assim como os arquivos CSV, a POA2 recebeu como argumentos
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obrigatorios a natureza da andlise (parametros -g = True) — para encontrar epitopos conservados
(>=), o “threshold” de identidade de sequéncia avaliado (parametro -t) igual a 60, o arquivo
fasta contendo as poliproteinas estruturais de referéncia dos virus presentes na analise
(parametro -f) e 0 caminho do diretorio em que os resultados da analise foram salvos (parametro
-r). Os demais pardmetros seguiram os valores padrfes para a ferramenta: identidade minima
de 60%, identidade méxima de 100% e porcentagem de 60 % da sequéncia da proteina que

corresponde a um nivel de identidade especificado.

A ferramenta POAZ2 selecionou e recuperou os epitopos que tiveram mais de 60% de identidade
entre os virus de interesse com base nos scores de identidades definidos pela ferramenta do
IEDB. Além disso, utilizando o médulo pyTMHMM, baseado em modelos de Hidden Markov
do algoritmo TMHMM (https://github.com/bosborne/pyTMHMM) (SONNHAMMER; VON

HEIJINE; KROGH, 1998), realizou a predicdo de hélices transmembranares e classificou os

epitopos quanto as topologias de membrana.

Por fim, a ferramenta POA2 retornou uma planilha Excel (.xIsx), contendo os epitopos
conservados e a caracterizacdo da topologia de membrana de cada um deles, e um arquivo fasta
(parametro -rf = 1) contendo apenas os epitopos localizados em por¢des externas da topologia
de membrana. Este resultado corrobora um conjunto de sequéncias preditamente antigénicas,

conservadas dentre o grupo de virus e de topologia conhecida nas proteinas virais.

4.6 Analise de Toxicidade e Alergenicidade

Os epitopos selecionados pelas ferramentas da triagem otimizada de antigenos (POA) foram
submetidos a analise de toxicidade e alergenicidade através das ferramentas web de predicéo
Toxinpred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.html) e Allercatpro
(https://allercatpro.bii.a-star.edu.sg/) (GUPTA et al., 2013; MAURER-STROH et al., 2019),
respectivamente. Os resultados de ambos os métodos foram salvos em arquivos de planilha
Excel (.xIsx) e nenhum dos peptideos foi caracterizado como potencialmente toxico ou

alergénico.
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Figura 5: Fluxograma das etapas da Triagem Otimizada de Antigenos. Nos quadros amarelos ocorrem etapas
manuais, como submissao de sequencias a servidores web e download dos resultados, em verde sdo as ferramentas
computacionais para triagem otimizada de antigenos, POALl e POA2, e em azul, os resultados de saida das
ferramentas de triagem.

4.7 Caracterizacao Tridimensional dos Alvos

Para obtencdo de dados de acessibilidade ao solvente, bem como informagdes complementares
de caracteristicas fisico-quimicas, os epitopos conservados triados pelas ferramentas de triagem
otimizada de antigenos (POA) foram confrontados em estruturas cristalinas das proteinas E2
dos Alphavirus CHIKV e EEEV. A visualizacdo tridimensional da estrutura destas proteinas
foram baixadas a partir de arquivos no formato PDB do Banco de Dados RSCB Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/), acesso 6NK7 (BASORE et al., 2019) (CHIKV) e 6MX4
(HASAN et al., 2018) (EEEV).

O modelo estrutural da particula viral de CHIKV (6NK?7) possui resolucéo de 4,99 A, tendo
sido expresso em células Vero de primatas Chlorocebus aethiops. O cristal da particula viral de
EEEV (6MX4) possui resolucio de 4,40 A e foi expresso em células BHK-15 de Mesocricetus
auratus. Ambas os cristais foram avaliados e validados pelas ferramentas MolProbity
(http://molprobity.biochem.duke.edu/index.php?MolProbS1D=j6ngmOnrmgjrcmpik3j6ip4hq0

&eventID=2) (WILLIAMS et al., 2018) através dos valores do Ramachandran plot, Clashscore,
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MolProbity  score, e  ProSA-web  (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php)
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007), atraves do valor de Z-score.

O Ramachandran plot foi utilizado a fim de determinar as tor¢des permitidas aos angulos phi
(p) e psi (y) na estrutura proteica, de acordo as ligacGes estabelecidas entre os residuos de
aminoacidos. Os valores de Clashscore e MolProbity score, por sua vez, sdo derivados de uma
série de analises para confirmacdo e validacdo das estruturas 3D de proteinas, como a anélise
de sobreposicOes estéricas entre ligacdes atomo/atomo (ligacbes de hidrogénio e do tipo van
der Waals), avaliacdo das geometrias de ligacdo, etc. Desta forma, o MolProbity combina o
clashscore, rotameros e avaliagdes do Ramachandran em um Unico score, normalizado para a

escala de resolucdo de raio-X.

O Z-score utilizado pelo ProSA-web é uma pontuacao que indica a qualidade geral do modelo
tridimensional. Este pardmetro € calculado para cada estrutura, mas é avaliado em um grafico
gue contém o0s z-scores de todas as cadeias proteicas experimentalmente determinadas até o
momento no banco de dados de PDB. Desta forma, este parametro é utilizado para verificar se
0 z-score da estrutura analisada esta dentro das faixas de pontuacdo de z-scores tipicamente
encontrados para proteinas nativas de tamanho semelhante.

4.8 Calculo de acessibilidade ao Solvente

Os epitopos selecionados foram identificados nos modelos validados das estruturas
tridimensionais das proteinas E2 através do software BIOVIA Discovery Studio 2019 ®

(https://www.3ds.com/products-services/biovia/products/molecular-modeling-

simulation/biovia-discovery-studio/). Através dos modelos da proteina E2, e selecionando

apenas uma cadeia do trimero da estrutura da proteina, foram calculados os valores de
acessibilidade ao solvente dos peptideos triados através do software Pymol

(https://pymol.org/2/). Para o calculo foi utilizado a formula (adaptada de Pymol tools):

(Aep + Apt) — Atotal)
= — Aep

A
ac >
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Onde Aac é o valor (em Angstron?) da &rea exposta ou acessivel da superficie do epitopo, Aep
é a area da superficie do epitopo separado da proteina, Apt é a area da superficie da proteina
tendo sido retirado o epitopo e Atotal refere-se a area de superfice da proteina nativa, sem que

tenha sido feitas alteracdes em sua estrutura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A selecdo de alvos antigénicos por meio da triagem otimizada de epitopos do Pipeline de
Otimizacao de Antigenos (POA) promoveu a substituicdo de etapas anteriormente realizadas
manualmente pela selecdo e organizacdo de algoritmos computacionais. Esta mudanca reflete
uma otimizacé&o significativa para etapa de triagem e recuperagéo de informacdes da predicéo
de epitopos, da predicao de conservacao e da predicéo de hélices transmembranares e topologia
de membrana, devido a diminuicdo do uso da inspe¢do visual e da intervencdo humana na

captura dos resultados (Figura 6).

Etapas manuais, de uma forma geral, sdo consideradas abaixo de 100% de eficacia, aumenta a
propensdo de inducdo ao erro, dificulta a reprodutibilidade dos ensaios e diminui a
produtividade e confiabilidade do resultado final (FISCH, 1998; MEIJERING et al., 2009;
PINHEIRO, 2007). Desta forma, os algoritmos do POA utilizados buscaram selecionar os
melhores peptideos pelos scores oferecidos por cada método em cada predicéo e entdo, diminuir

0 tempo e os esforcos gastos pelo operador.
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Figura 6: Comparagdo entre as etapas da selegdo de epitopos realizadas manualmente e com o uso da triagem
otimizada do POA. Etapas que envolvam coleta/selecdo de dados (sequéncias, ID de proteinas, etc.) e edicdo de
arquivos necessitam de maior cuidado e atencdo, uma vez que erros nestas etapas podem prejudicar o resultado
final da analise. Neste sentido, as ferramentas de triagem otimizada do POA reduzem a necessidade da intervencao
manual nestas etapas (indicado pelas setas verde) e, consequentemente, a ocorréncia de etapas muito propensas a
erros (indicado pela engrenagem em vermelho).
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A anélise do POA1 para os resultados de predicdo de epitopos das proteinas E2 de CHIKV e
EEEV identificou um total de 294 peptideos preditamente antigénicos. O maior percentual dos
epitopos preditos sdo para células T-auxiliares (71,20%), seguido de epitopos para células B
(19,92%) e para células T-citotdxicas (8,87%) (Tabela 1). Por sua vez, a analise dos resultados
da predicdo de conservacdo e da predicdo de helices transmembranares realizada pelo POA2
selecionou 63 epitopos destes peptideos (21.50%) como sendo conservados dentre as proteinas

E2 dos Alphavirus analisados, com 60% de identidade minima entre as sequéncias.

As diferencas e similaridades entre as proteinas E2 destes virus foram verificadas através de
alinhamento global para-a-par apontou identidade de 41,3% e similaridade de 56,2% entre as
sequéncias (Anexo 8.4). A representacdo da conservacdo entre 0s epitopos preditos e as
sequéncias das proteinas E2 foi também verificada em um alinhamento multiplo de sequéncias
(Anexo 8.5). Este alinhamento foi realizado utilizando o algoritmo Clustalw (THOMPSON,;
HIGGINS; GIBSON, 1994), implementado no software MEGA-X (KUMAR et al., 2018).

Tabela 1: Quantidades de epitopos da proteina E2 dos Alphavirus CHIKV e EEEV preditos pelos métodos de
predigdo de antigenos: Bepipred (Linfdcitos B), PAP/IMED (Linfocitos B), NetCTL (Linfocitos T — Citotdxicos)

e MHCII Binding Predictions (Linfécitos T — auxiliares) e selecionados pela analise da ferramenta POAL.

Espécie Bepipred | IMED | NetCTL | MHCIIBD Total
Chikungunya virus 11 19 11 88 129
Eastern equine encephalitis
) 13 13 16 123 165
virus
Total 294

O alinhamento multiplo de sequencias apontou trés motivos conservados promissores para
candidatos vacinais, uma vez que ambos 0s virus tiveram epitopos preditos para a regido.
Alguns trabalhos (KROON CAMPOS et al., 2020; LI et al., 2011; NGUYEN et al., 2020)
demonstraram que a conservacdo de motivos antigénicos é interessante do ponto de vista de
abordagem vacinais pois podem, até certo ponto, oferecer imunidade inespecifica para mais de

um espécie viral, tanto para Alphavirus quanto para arbovirus filogeneticamente correlatados.
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Curiosamente, apenas um dos motivos conservados com epitopos preditos para os dois virus
esta localizado no dominio A da proteina E2, os outros dois estdo localizados no dominio C.
Os dominios A e B da proteina E2 sdo conhecidos por interagirem com regides Fabs de
anticorpos (HASAN et al., 2018). No entanto, os epitopos preditos para E2 de CHIKV e EEEV
triados na analise e pertencentes a esta por¢do da proteina sdo epitopos para células T-auxiliares.

Alguns dos epitopos preditos para células T- auxiliares foram redundantes, pois foram preditos
para mais de um tipo de alelo de HLA. Desconsiderando os epitopos redundantes (Anexo 8.6),
40 (63,5%) dos 63 epitopos anteriormente selecionados foram contabilizados como sendo
conservados dentre os Alphavirus CHIKV e EEEV (Tabela 3). Através do médulo pyTMHMM,
0 POA2 classificou estes epitopos quanto a sua posi¢cdo na membrana e concluiu que 30 (75%)
destes epitopos estdo em porcdes expostas, 10 (25%) em regides internas, e nenhum (0%) em

regides transmembranares da proteina E2.

A presenca de sitios conservados nas regifes acessiveis da proteina E2, responsaveis pela
interface de ligacdo com receptores celulares podem estar relacionados a manutencao de vias
de reconhecimento e entrada celular dentre estes virus (BYRD; KIELIAN, 2017). Estas porcGes

podem ser exploradas para a construcdo de plataformas vacinais Pan-Alphavirus.

Tabela 2: Quantidade de epitopos conservados entre as proteinas E2 dos Alphavirus CHIKV e EEEV separados

pelos métodos de predigdo de epitopos avaliados. Estes epitopos sdo resultados da anélise da ferramenta POA2.

Espécie Bepipred | IMED | NetCTL | MHCIIBD Total
Chikungunya virus 1 6 0 14 21
Eastern equine encephalitis
_ 1 1 2 15 19
virus
Total 40

As proteinas E2 s@o os principais alvos da resposta de anticorpos neutralizantes, o que pode ser
associado a exposigdo dos seus grandes ectodominios A e B, devido sua ligagdo da particula
viral a glicosaminoglicanos e receptores da superficie celular, assim como na entrada da
particula viral (VANEY; DUQUERROQY:; REY, 2013).
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Tabela 3: Epitopos conservados das préteinas E2 de CHIKV e EEEV, triados com base nas ferramentas de predicdo de epitopo, de analise de conservacéo e de predicio de

porcdes transmembranares e selecionados pelas ferramentas POA 1 e POA2.

L . . ~ | Posicéo | Posicao A Comprimento Identidade entre Topologia | Topologia
Espécie | Metodo de Predicao Inic%al Fin%l Sequencia da S(Fe)quéncia Sequéncias (%) EEterr?a Inpternga
CHIKV Bepipred 207 212 NEGLIT 6 66,67 X
CHIKV PAP/IMED 80 92 RAGLFVRTSAPCT 13 61,54 X
CHIKV PAP/IMED 98 105 GHFILARC 8 62,5 X
CHIKV PAP/IMED 109 115 ETLTVGF 7 71,43 X
CHIKV PAP/IMED 237 244 YNSPLVPR 8 62,5 X
CHIKV PAP/IMED 282 297 |QVIMLLYPDHPTLLSY 16 62,5 X
CHIKV PAP/IMED 404 419 PGATVPFLLSLICCIR 16 62,5 X
CHIKV MHCII-Binding 6 20 FNVYKATRPYLAHCP 15 60 X
CHIKV MHCII-Binding 8 22 VYKATRPYLAHCPDC 15 60 X
CHIKV MHCII-Binding 98 112 GHFILARCPKGETLT 15 60 X
CHIKV MHCII-Binding 99 113 HFILARCPKGETLTV 15 60 X
CHIKV MHCII-Binding 280 294 KNQVIMLLYPDHPTL 15 60 X
CHIKV MHCII-Binding 281 295 | NQVIMLLYPDHPTLL 15 66,67 X
CHIKV MHCII-Binding 282 296 QVIMLLYPDHPTLLS 15 66,67 X
CHIKV MHCII-Binding 283 297 | VIMLLYPDHPTLLSY 15 66,67 X
CHIKV MHCII-Binding 289 303 PDHPTLLSYRSMGEE 15 66,67 X
CHIKV MHCII-Binding 290 304 DHPTLLSYRSMGEEP 15 60 X
CHIKV MHCII-Binding 291 305 | HPTLLSYRSMGEEPN 15 60 X
CHIKV MHCII-Binding 397 411 ITPYELTPGATVPFL 15 66,67 X
CHIKV MHCII-Binding 398 412 TPYELTPGATVPFLL 15 66,67 X
CHIKV MHCII-Binding 399 413 PYELTPGATVPFLLS 15 60 X
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Tabela 3: Epitopos conservados das préteinas E2 de CHIKV e EEEV, triados com base nas ferramentas de predicdo de epitopo, de analise de conservacéo e de predicio de

porcdes transmembranares e selecionados pelas ferramentas POA 1 e POA2 (Continuacéo).

L . . ~ | Posicéo | Posicao A Comprimento Identidade entre Topologia | Topologia

Espécie | Metodo de Predicao Inic%al Fin%l Sequencia da S(Fe)quéncia Sequéncias (%) EEterr?a Inpternga
EEEV Bepipred 323 332 LEYTWGNHPP 10 70 X

EEEV PAP/IMED 142 152 PEHGVELPCNR 11 63,64 X

EEEV NetCTL 145 153 GVELPCNRY 9 66,67 X

EEEV NetCTL 317 325 TVTGEGLEY 9 66,67 X

EEEV MHCII-Binding 6 20 FTQYKLARPYIADCP 15 60 X

EEEV MHCII-Binding 8 22 QYKLARPYIADCPNC 15 60 X

EEEV MHCII-Binding 9 23 YKLARPYIADCPNCG 15 66,67 X

EEEV MHCII-Binding 174 188 DHSLLSIHSAKVKIT 15 60 X

EEEV MHCII-Binding 175 189 HSLLSIHSAKVKITV 15 60 X

EEEV MHCII-Binding 176 190 SLLSIHSAKVKITVP 15 60 X

EEEV MHCII-Binding 177 191 LLSIHSAKVKITVPS 15 66,67 X

EEEV MHCII-Binding 277 291 HRTLILHLYPDHPTL 15 60 X

EEEV MHCII-Binding 278 292 RTLILHLYPDHPTLL 15 66,67 X

EEEV MHCII-Binding 392 406 LCITPYKLAPNAQVP 15 66,67 X
EEEV MHCII-Binding 393 407 CITPYKLAPNAQVPI 15 66,67 X
EEEV MHCII-Binding 394 408 ITPYKLAPNAQVPIL 15 66,67 X
EEEV MHCII-Binding 395 409 TPYKLAPNAQVPILL 15 66,67 X
EEEV MHCII-Binding 396 410 | PYKLAPNAQVPILLA 15 60 X
EEEV MHCII-Binding 397 411 YKLAPNAQVPILLAL 15 60 X
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Os epitopos selecionados pelo POA2 foram confrontados com as estruturas dos cristais de crio-
microscopia eletronica das proteinas E2 de CHIKV e EEEV, acessos 6NK7 e 6MX4 no RCSB
PDB respectivamente. A anélise de qualidade da estrutura da proteina E2 de CHIKV apresentou
Clashscore de 16,31 (percentil 97th), MolProbity score de 2,30 (percentil 99th) e Z-score de -
5,29. O modelo apresentou ainda 99.9% dos residuos de aminoécidos em regides
aceitaveis/favoraveis no Ramachandran (Figura 7). A mesma analise para o cristal da proteina
E2 de EEEV apontou Clashscore de 7,5 (percentil 97th), MolProbity score de 2,14 (percentil
100th), Z-score de -5,27, sendo 99.5% dos residuos de aminoacidos em regides

aceitaveis/favoraveis no Ramachandran (Figura 8).

Os valores dos Clashscore e MolProbity score das proteinas E2 de CHIKV e EEEV, ambos em
percentis proximos a 100th, demonstram que estas estruturas apresentam boa qualidade, ou seja,
o modelo tridimensional apresenta arranjo atbmico satisfatério e apto para ser usado nas
andlises tridimensionais. Segundo estes valores, a estrutura tem relevante probabilidade de

corresponder ao modelo natural da estrutura destas glicoproteinas na particula viral.

Os 40 epitopos preditos estdo distribuidos por toda a extensdo das proteinas E2, tendo sido
representados em todos os dominios (A, B e C) da cadeia peptidica da proteina E2. A ampla
distribuicdo destes epitopos pode ser verificada na proteina E2 do EEEV (Figura 9). Este
resultado corrobora a caracteristica altamente imuno-dominante destas proteinas e possibilita
também a utilizacdo destes antigenos para o diagndstico soroldgico (BAGNO et al., 2020). Para
0 CHIKYV, embora amplamente distribuidos pela proteina E2, ndo houve epitopos conservados
preditos para células T-citotdxicas (Anexo 8.6).

A partir das estruturas tridimensionais das proteinas E2, os epitopos de Linfécitos B
preditamente expostos foram submetidos ao calculo de exposicdo ao solvente no software
Pymol. A area exposta ao solvente variou entre 405,32 e 891,68 para os epitopos de CHIKV e
entre 434,39 e 809,40 entre os epitopos de EEEV (Anexo 8.8).

Dentre 0os 9 epitopos de linfocitos B conservados entre os Alphavirus, apenas o epitopo

PGATVPFLLSLICCIR de CHIKV foi considerado de topologia interna @ membrana pela

analise do POA2 e foi retirado das analises estruturais e de calculo de acessibilidade.
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Figura 7: Resultados da validago da estrutura tridimensional da proteina E2 de CHIKV (Acesso RCSB PDB:

6NK7 (BASORE et al., 2019)). A) Vista lateral da proteina E2 de CHIKV. B) Vista em rotacéo de 90° sob o
dominio A da proteina E2 de CHIKV. C) e D) Gréfico e tabela resultantes das anélises feitas pelo MolProbity e

PrOSA, respectivamente.
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Figura 8: Resultados da validagdo da estrutura tridimensional da proteina E2 de EEEV (Acesso RCSB PDB:

6MX4 (HASAN et al., 2018)). A) Vista lateral da proteina E2 de CHIKV. B) Vista em rotagdo de 90° sob o
dominio A da proteina E2 de CHIKV. C) e D) Gréfico e tabela resultantes das anélises feitas pelo MolProbity e

PrOSA, respectivamente.
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DISTRIBUICAO DOS EPITOPOS DE CELULAS B E CELULAS T NA PROTEINA
E2 DE EEV

Externo

o
-
-
-
-
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Figura 9: Visualizagdo 3D da distribuigdo dos epitopos preditos na proteina E2 de EEEV, com base no cristal
selecionado no banco de dados RCSB PDB (Acesso: 6MX4). Estdo caracterizados na estrutura os epitopos lineares
preditos para células B pelas ferramentas Bepipred (Azul) e IMED (Amarelo), epitopos preditos para células T-
citotdxicas pela ferramenta NetCTL (Verde) e os epitopos de células T-auxiliares, preditos pela ferramenta MHCII
Binding Predicitons (Vermelho). (A) Vista longitudinal da proteina E2 de EEEV. (B) Vista da proteina E2
rotacionada em 90° para vista superior ao dominio A e B. (C) Vista rotacionada em 90° da proteina E2 sob dominio
C.
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O célculo de exposicdo dos epitopos para Linfocitos B foi realizado para 8 dos 9 epitopos
preditos para os virus CHIKV e EEEV. A predigdo de exposi¢do nas proteinas virais contribui
para apontar os alvos realmente acessiveis aos componentes do sistema imune. A escolha por
epitopos expostos busca mimetizar o estado natural da capsula viral, onde a superficie expde
proteinas e/ou peptideos imunodominantes capazes de elicitar respostas de anticorpos
especificos e também diferentes respostas de células T (RAHMAN et al., 2020).

A predicdo de epitopos para mais de um tipo celular da resposta imune permite a construcao de
plataformas vacinais mais eficientes. Neste estudo, selecionamos 39 epitopos lineares,
conservados entre a proteina estrutural E2 dos virus CHIKV e EEEV, isentos de potencial
toxico ou alergénico e com relevante potencial para se tornarem alvos para protétipos vacinais.
Estes epitopos foram selecionados por diferentes algoritmos de predicdo de epitopos e triados

por duas ferramentas computacionais, POA1 e POA2.

O desenho de multiplos-epitopos requer demais predi¢fes que ndo estdo incluidas no presente
estudo, como por exemplo, andlise de cobertura populacional, docking molecular,
caracterizagdo fisico-quimica, entre outras. Todavia, a construcdo de vacinas quiméricas é ainda
promissora, biologicamente segura e economicamente atrativa pois ndo necessita de culturas in
vitro de virus, possui menor tempo de desenvolvimento e garantem uma ativacdo eficaz da
resposta imune (L. DUDEK et al., 2010; RAHMAN et al., 2020; WANG et al., 2019).

O uso futuro dos alvos apontados em associagdo com linkers e adjuvantes podem aumentar a
sua imunogenicidade através da inducdo da resposta inata do sistema imune, e por
consequéncia, ativar a resposta imune adaptativa, que sdo fundamentais para o design de
abordagens vacinais promissoras (SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ; RECHE,
2017).

O resultado apresentado pelo POAL1 e POA2 correspondem a uma parte fundamental das
andlises necessarias para construcdo de uma quimera de mdaltiplos-epitopos, a predicdo e
selecdo de bons alvos antigénicos. Desta forma, o presente trabalho viabiliza 0 uso de uma
plataforma computacional multi-integrada para a otimizacdo da producdo vacinais e testes
diagnosticos. Oferecendo protétipos putativos de forma eficiente, rapida e menos laboriosa. O

POA permite ser melhorado e ampliado, com a incluséo de outros modulos de predicéo e analise
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que permitam incluir mais etapas e/ou critérios a selecdo dos epitopos para protétipos vacinais
e de testes diagndsticos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho selecionamos epitopos conservados entre as proteinas E2 dos virus CHIKV e
EEEV visando a construcdo de um protétipo vacinal, através do uso das ferramentas POA, um
pipeline semi-automatico de Otimizacdo de Antigenos, com o intuito de facilitar a etapa de
selecdo de alvos imunogénicos no desenvolvimento de abordagens vacinais e testes

diagnosticos.

Aplicando este pipeline & prospeccdo de alvos em Alphavirus de interesse médico, foram
encontrados 8 epitopos de células B, 2 de células T-citotoxicas e 29 de células T-auxiliares
lineares e conservados. Estes epitopos poderdo ser utilizados para o desenvolvimento de

abordagem vacinal baseada em multiplos-epitopos.

Como pesquisa pioneira no desenvolvimento de ferramentas computacionais dentro do nosso
grupo de pesquisa, este trabalho abre espaco para o desenvolvimento de novos trabalhos de
imunoinformatica com patdgenos virais e ndo-virais. Além disso, novas versdes podem incluir
outras etapas de predicdo no pipeline e permitir a utilizacéo destes dados em outras abordagens

in silico no desenvolvimento de vacinas e testes diagndsticos.

Os planos de melhoria em versdes futuras do POA incluem a exclusdo da etapa manual de
predicdo de conservacdo, a inclusdo de modulos para outros algoritmos de predicdo de
antigenicidade e o desenvolvimento de modulos para outras analises, como predicfes de
toxicidade, alergenicidade e glicosilagdes. Tais melhorias podem facilitar ainda mais a escolha
de bons alvos imunogénicos e otimizar o desenho de quimeras proteicas visando abordagens
vacinais e testes diagnosticos, favorecendo os avancos no diagndéstico e controle de doencas

virais e ndo-virais.
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8. ANEXOS

8.1 Sequéncias das proteinas E2 dos virus CHIKV e EEEV

>E2_PROTEIN_CHIKV_NP_690589.2
STKDNFNVYKATRPYLAHCPDCGEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLKIQVSLQIGIGT
DDSHDWTKLRYMDNHIPADAGRAGLFVRTSAPCTITGTMGHFILARCPKGETLTVGF
TDSRKISHSCTHPFHHDPPVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEIEVHMPPD
TPDRTLLSQQSGNVKITVNSQTVRYKCNCGGSNEGLITTDKVINNCKVDQCHAAVTN
HKKWQYNSPLVPRNAELGDRKGKIHIPFPLANVTCMVPKARNPTVTYGKNQVIMLL
YPDHPTLLSYRSMGEEPNYQEEWVTHKKEVVLTVPTEGLEVTWGNNEPYKYWPQLS
ANGTAHGHPHEIILYYYELYPTMTVVVVSVASFILLSMVGMAVGMCMCARRRCITP
YELTPGATVPFLLSLICCIRTAKA

>E2_PROTEIN_EEEV_NP_632022.1
DLDTHFTQYKLARPYIADCPNCGHSRCDSPIAIEEVRGDAHAGVIRIQTSAMFGLKTD
GVDLAYMSFMNGKTQKSIKIDNLHVRTSAPCSLVSHHGYYILAQCPPGDTVTVGFHD
GPNRHTCTVAHKVEFRPVGREKYRHPPEHGVELPCNRY THKRADQGHYVEMHQPG
LVADHSLLSIHSAKVKITVPSGAQVKYYCKCPDVREGTTSSDYTTTCTDVKQCRAYLI
DNKKWVYNSGRLPRGEGDTFKGKLHVPFVPVKAKCIATLAPEPLVEHKHRTLILHLY
PDHPTLLTTRSLGSDANPTRQWIERPTTVNFTVTGEGLEY TWGNHPPKRVWAQESGE
GNPHGWPHEVVVYYYNRYPLTTIIGLCTCVAIIMVSCVTSVWLLCRTRNLCITPYKLA
PNAQVPILLALLCCIKPTRA

54



8.2 Arquivo FASTA criado a partir do resultado da predicdo da ferramenta PAP/IMED

>E2_CHIKV_NP_690589.2

n Start Position Sequence End Position

1 7 NVYKATRPYLAHCPDC 22

2 24 EGHSCHSPVAL 34

3 46 LKIQVSLQI 54

4 80 RAGLFVRTSAPCT 92

5 98 GHFILARC 105

6 109 ETLTVGF 115

7 120 KISHSCTHPFHHDPPVIG 137

8 147 HGKELPCSTYVQS 159

9 165 EEIEVHM 171

10 184 QSGNVKITVNSQTVRYKCNC 203

11 216 VINNCKVDQCHAAVT 230

12 237 YNSPLVPR 244

13 253 GKIHIPFPLANVTCMV 268

14 282  QVIMLLYPDHPTLLSY 297

15 311 VTHKKEVVLTVPTEGLE 327

16 336 YKYWPQL 342

17 349 HGHPHEIILYYYEL 362

18 364 PTMTVVVVSVASFILLSMVGMAVGMCMCARRRCITPYEL 402

19 404  PGATVPFLLSLICCIR 419

>E2_EEEV_NP_632022.1

n Start Position Sequence End Position

1 4 THFTQYKLARPYIADCPNCGHSRCDSPIAIE 34

2 40 AHAGVIRI 47

3 56 KTDGVDLAY 64

4 77 KIDNLHVRTSAPCSLVSHHGYYILAQCPPGDTVTVGF 113

5 118 NRHTCTVAHKVEFRP 132

6 142 PEHGVELPCNR 152

7 160 QGHYVEM 166

8 168 QPGLVADHSLLSIHSAKVKITVPSGAQVKYYCKCPD 203

9 213 YTTTCTDVKQCRAYLI 228

10 249  KGKLHVPFVPVKAKCIATLAPEPLVEHKHRTLILHLYPDHPTLLTT 294

11 331 PPKRVWA 337

12 348  WPHEVVVYYYNR 359

13 361
PLTTHGLCTCVAIIMVSCVTSVWLLCRTRNLCITPYKLAPNAQVPILLALLCCI

K 416
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8.3 Arquivo Fasta retornado pela ferramenta POAL para epitopos da proteina E2 de

CHIKV

>CHIKV_E2 Bepipred 6 17
FNVYKATRPYLA

>CHIKV_E2 Bepipred 20 30
PDCGEGHSCHS

>CHIKV_E2 Bepipred_36 43
RIRNEATD

>CHIKV_E2 Bepipred 56 80
IGTDDSHDWTKLRYMDNHIPADAGR
>CHIKV_E2_ Bepipred_131_ 167
HDPPVIGREKFHSRPQHGKELPCSTYVQSNAATAEEI
>CHIKV_E2_ Bepipred_169 177
VHMPPDTPD
>CHIKV_E2_Bepipred_207_212
NEGLIT
>CHIKV_E2_Bepipred_215 220
KVINNC
>CHIKV_E2_Bepipred_234 252
KWQYNSPLVPRNAELGDRK
>CHIKV_E2_Bepipred_300_314
MGEEPNYQEEWVTHK
>CHIKV_E2_Bepipred_331_350
GNNEPYKYWPQLSANGTAHG
>CHIKV_E2_PAP/IMED_7 _22
NVYKATRPYLAHCPDC
>CHIKV_E2_PAP/IMED_24 34
EGHSCHSPVAL
>CHIKV_E2_PAP/IMED_46 54
LKIQVSLQI
>CHIKV_E2_PAP/IMED_80 92
RAGLFVRTSAPCT
>CHIKV_E2_PAP/IMED_98 105
GHFILARC
>CHIKV_E2_PAP/IMED_109 115
ETLTVGF
>CHIKV_E2_PAP/IMED_120 137
KISHSCTHPFHHDPPVIG
>CHIKV_E2_PAP/IMED_147 159
HGKELPCSTYVQS
>CHIKV_E2_PAP/IMED_165 171
EEIEVHM
>CHIKV_E2_PAP/IMED_184 203
QSGNVKITVNSQTVRYKCNC
>CHIKV_E2_PAP/IMED_216 230
VINNCKVDQCHAAVT
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8.4 Alinhamento entre as sequencias das proteinas E2 dos Alphavirus CHIKV e EEEV

# Program: needle # Report file: stdout

# Commandline: needle

# -auto

# -stdout

# -—asequence emboss needle- # Aligned sequences: 2
I20220530-021801-0209-64078438- 4 1: E? CHIKV NP &90589.2
pZm.asequence # 2: E2 EEEV NP 632022.1

# -bsequence emboss needle- 4 Matrix: EBLOSUM&2
I20220530-021801-0209-64078438- # Gap penalty: 10.0
p2m.bsequence # Extend penalty: 0.5

# -datafile EBLOSUM&Z ' -

# -gapopen 10.0 # Length: 428

# -gapextend 0.5 # Identity: 177/429 (41.3%)

¥ -endopen 10.0 # Similarity: 241/429 (56.2%)

¥ -endextend 0.5 # Gaps: 15/429 ( 3.5%)

# -aformat3 pair # Score: B&1.0

# -sproteinl

# -sprotein?

# Align format: pair

E2_CHIKV NP_&

E2_EEEV NP_63

E2 CHIKV NP &
E2 EEEV NP 63
E2 CHIKV NP 6
E2 EEEV NP 63
E2 CHIKV NP 6
E2 EEEV NP 63
E2 CHIKV NP 6
E2_EEEV NP 63
E2 CHIKV NP 6
E2_EEEV NP 63
E2 CHIKV NP 6
E2_EEEV NP 63
E2 _CHIKV NP 6
E2_EEEV NP 63
E2 _CHIKV NP 6

E2 EEEV NP 63

1 stkdnfnvykatrpylahcpdecgeghs-chspvalerirneatdgtlkiqg
A e A P R N P R A R IS P I IR |
1 dldthftgyklarpyiadcpnc--ghsrecdspiaieevrgdahagvirig

50 wvslgigigtddshdwtklrymdnhipadagraglfvrtsapctitgtmgh
N [ I N I I S S [ S I N NN N RN Sy -
49 tsamfglkt-dgvdlaymsfmngktgksikidnlhvrtsapcslvshhgy

100 filarcpkgetltvgftdsrkishsct--hpfhhdppvigrekfhsrpgh
G I I I U -3 S T I I R AR [ I B IS SRR
98 yilaqgcppgdtvtvgfhdgpn-rhtctvahkvefrp--vgrekyrhppeh

148 gkelpcstyvgsnaataeeievhmppdtpdrtllsaggsgnvkitvns-gt
(I I N O IPTPIPI ECICR B I I e B N I B B O O I I R B
145 gvelpcnrythkradgghyvemhgpglvadhsllsihsakvkitvpsgag

197 wrykecncggsneglittdkvinnckvdgchaavtnhkkwagynsplvprna
S I I I B I ) I [ I I I B O O O I I A
195 wkyyckepdvregttssdytttectdvkgeraylidnkkwvynsgrlprge

247 elgdr-kgkihipfplanvtemvpkarnptvtygkngvimllypdhptll
R IO I - I PR R I Y A R R R R
245 --gdtfkgklhvpfvpvkakciatlapeplvehkhrtlilhlypdhptll

296 syrsmgeepnygeewvthkkevvltvpteglevtwgnnepykywpglsan
N I R R [P I R I 1 R - - I (P
293 ttrslgsdanptrgwierpttvnftvtgegleytwgnhppkrvwagesge

346 gtahghpheiilyyyelyptmtvv-vvsvasfillsmvgmavgmemcarr
(I P - I I e
343 gnphgwphevvvyyynryplttiiglctevaiimvscvtsvwller-trn

395 rcitpyeltpgatvpfllsliccirtaka 423
S T I - B O I R O - I I PP
392 lcitpyklapnagvpillallccikptra 420

49

48

99

97

147

144

196

194

246

244

295

292

345

342

394

391
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8.5 Alinhamento multiplo entre as sequencias das proteinas E2 dos Alphavirus CHIKV e

EEEV e o0s epitopos selecionados pela Triagem Otimizada de Antigenos

1 10
E2_CHIKV_Epitopes  ..... IR Y KN R Y 1 2 51 C I [ |
E2_CHIKV NP 690589.2 STEDNGNVEEUA TELEEE0®GEGHSCHSPVALERIRNEATDGTLEIQVSLOIGIGT
E2_EEEV NP_632022.1 DLDTHT Pl ARTEAD[MZeCHSR . COSPIATEEVRGDAHAGYVIRIQTSAMFGLET
E2_EEEV Epitopes  ..... Iy KIEAR P Y DA D] C P [ [

20 30 40
E2_CHIKV Epitopes ...............c.0.0.n RAGLF[VRTS
E2_CHIKV_NP_690589.2 DDSHDWIKLRYMDNHIPADAGRAGLFVETS RICEKGETILTVGET
E2_EEEV NP_632022.1 DGV.DLAYMSFMNGKTQKSIKIDNLHVRTSAP AQICPPGDT|VTVGEH
E2_EEEV_Epitopes . ... ...ttt in e nn s n s afsalas s s s aalinnn s oaaale s s alsloafolonalijeneas

ARCERKGETILITVGE].

E2_CHIKV EpitoP@5 @ . .. ittt ittt in s i i e am ] alalo e afafosseeenosennnsonnns
E2_CHIKV NP_690589.2 DSRKISHSCTHEFHHDPPVIGREKFHSRPQHGKELECSTYVQSNAATAEEIEVHMPED
E2_EEEV_NP_632022.1 DGPN.RHTCTVAHKVEFRPVGREKYRHPPEHGVELFCNRYTHKRADQGHYVEMHQPGL
EZ_EEEV _Epitopes . ... ... .. .. . ...t PEHGVELPCNRY[. . .o o v v i e s i s ae v

EZ_CHIKV Epitopes

E2_CHIKV NP 690589.2 IRTILLSQQSIGHVE I TVNS . QTVRYKCNCGGSNEGLITTDEVINNCKVDQCHAAVTN
E2_EEEV_NP_632022.1 IHSLLS|THSAKVEITY TTSSDYTTTCTDVEQCRAYLID
E2_EEEV Epitopes . DHSLLSTHSAKVEITVRIS . « o v v een e ee sfoele veeeeea e mnenmaenennn

60

E2_CHIKV Epitopes  ..... =0 P KNQ
E2_CHIKV NP_690589.2 HEKWQYNSPLVPENAELGDRKGKIHIPFPLANVTCMVPKARNPTVTYGENQ
E2_EEEV_NP_632G22 .1 NEEWVYNSGRLPE. GEGDTFKGKLHVPFVPVKAKCIATLAPEPLVEHKHRTL
E2_EEEV_Epitopes = ... . i li )i o uleaonsonn oo nssssaarsaansassasssas HETL

80

DHP T L L 4IRS ) = R ) P PR
E2_CHIKV_NP_690589.2 pEVHGAASYRSMGEEPNYQEEWVTHKEEVVLIVPTEGLEVIIWGHNNEPYKYWPQLSANGT
E2_EEEV_NP_632022.1 R MAT TR S LGSDANPTROQWIERPTTVNEF TVITGEGLEY|TWGNHPPKRVWAQESGEGN
E2_EEEV_Epitopes D HP T L L o S 1 [ 18 N VITGEGLEYITWGNHPEl. . . v v i v v s v

E2_CHIKV Epitopes

E2_CHIKV Epitop@s ... ittt it nsassiasrssansnssassssas
E2_CHIKV NP_690589.2 AHGHPHEIILYYYELYPTMIVVVVSVASFILLSMVGMAVGMCMCARREC
E2_EEEV_NP_632022.1 PHGWPHEVVVYYYNRYPLTTIIGLCTCVAIIMVSCVTSVWLLCRTRNLC
E2_EEEV_Epitopes @ ... it ittt nnn ottt aaaa et aassas LC

E2_CHIKV Epitopes
E2_CHIKV_NP_690589.2
EZ_EEEV_NP_632022.1
E2_EEEV_Epitopes

58



8.6 Epitopos de Linfocitos T auxiliares preditos para mais de um alelo de HLA pela

ferramenta MHCII - Binding Predictions

Epitopos de Linfécitos T — auxiliares da proteina E2 conservados (identidade igual ou superior a 60%) entre 0s

Alphavirus CHIKV e EEEV e preditos pela ferramenta MHCII — Binding Predictions com afinidade para mais de

um tipo de alelo de HLA.

Posicéo

Espécie o3
P Inicial

Posicéo
Final

Sequéncia

Alelo de HLA

281

295

NQVIMLLYPDHPTLL

HLA-DRB1*15:01

HLA-DRB4*01:01

282

296

QVIMLLYPDHPTLLS

HLA-DRB1*15:01

HLA-DRB4*01:01

CHIKV 6

20

FNVYKATRPYLAHCP

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*07:01

98

112

GHFILARCPKGETLT

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*11:01

99

113

HFILARCPKGETLTV

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*11:01

20

FTQYKLARPYIADCP

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*07:01

HLA-DRB5*01:01

174

188

DHSLLSIHSAKVKIT

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*07:01

HLA-DRB1*13:02

HLA-DRB5*01:01

175

189

HSLLSIHSAKVKITV

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*07:01

HLA-DRB1*13:02

HLA-DRB5*01:01

EEEV 176

190

SLLSIHSAKVKITVP

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*07:01

HLA-DRB5*01:01

177

191

LLSIHSAKVKITVPS

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*07:01

393

407

CITPYKLAPNAQVPI

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*13:02

394

408

ITPYKLAPNAQVPIL

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*09:01

HLA-DRB1*13:02

395

409

TPYKLAPNAQVPILL

HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*09:01

HLA-DRB1*13:02
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Epitopos de Linfocitos T — auxiliares da proteina E2 conservados (identidade igual ou superior a 60%) entre os

Alphavirus CHIKV e EEEV e preditos pela ferramenta MHCII — Binding Predictions com afinidade para mais de

um tipo de alelo de HLA (Continuago).

Posicéo

Posicéo

Espécie .Y ) Sequéncia Alelo de HLA
Inicial Final
HLA-DRB1*01:01
396 410 PYKLAPNAQVPILLA HLA-DRBL*13-02
- *01:
397 411 YKLAPNAQVPILLAL HLA-DRB1*01:01

HLA-DRB1*13:02
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8.7 Visualizacao dos epitopos selecionados pela triagem otimizada do POA em estrutura
tridimensional da proteina E2 de CHIKV

Visualizacdo 3D da distribuicdo dos epitopos preditos na proteina E2 de CHIKV, com base no cristal selecionado
no banco de dados RCSB PDB (Acesso: 6NK7). Estdo caracterizados na estrutura os epitopos lineares preditos
para células B pelas ferramentas Bepipred (Azul) e IMED (Amarelo), epitopos preditos para células T-citotdxicas
pela ferramenta NetCTL (Verde) e os epitopos de células T-auxiliares, preditos pela ferramenta MHCII Binding
Predicitons (Vermelho). (A) Vista longitudinal da proteina E2 de EEEV. (B) Vista da proteina E2 rotacionada em
90° para vista superior ao dominio A e B. (C) Vista rotacionada em 90° da proteina E2 sob o dominio C.
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8.8 Area exposta ao solvente dos Epitopos de células B selecionados pela Triagem Otimizada de Antigenos

ligand_ID target_ID ligand_area target_area complex_area surface_area
CHIKV 207 212_epitope CHIKV_207_212_protein 999,7434 25.125,6777 25.110,1621 -492,1139
CHIKV_80_92_epitope CHIKV_80 92 protein 1761,99719 25092,86523 25114,23242 -891,6821899
CHIKV_98_105 epitope CHIKV_98 105 protein 1353,74023 25565,36523 25111,7207 -450,0478516
CHIKV_109 115 epitope CHIKV_109 115 protein 1146,21582 25450,93164 25115,35352 -405,3188477
CHIKV_237_244 epitope CHIKV_237_244 protein 1336,86365 25210,58398 25112,54688 -619,413269
CHIKV_282 297 epitope CHIKV_282_297 protein 2339,73022 25931,625 25112,5332 -760,3192139
EEEV_323_332_epitope EEEV_323_332_protein 1.395 24721,80859 24196,05273 -434,3876953
EEEV_142_ 152 epitope EEEV_142_ 152 protein 1679,49426 24256,63281 24195,92969 -809,3955688

62



63



	a24c8fc192229bd20fd9529643a66f3c9ea82904b069c3d12c17682664611507.pdf
	69c769ec38991fb76635fbf137fc68aa0add91cc0a5a3798196650c9b97cf4d1.pdf
	69c769ec38991fb76635fbf137fc68aa0add91cc0a5a3798196650c9b97cf4d1.pdf

	a24c8fc192229bd20fd9529643a66f3c9ea82904b069c3d12c17682664611507.pdf
	a24c8fc192229bd20fd9529643a66f3c9ea82904b069c3d12c17682664611507.pdf
	69c769ec38991fb76635fbf137fc68aa0add91cc0a5a3798196650c9b97cf4d1.pdf


